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INTRODUZIONE
I peptidi natriuretici cardiaci costituiscono una
complessa famiglia di ormoni peptidici prodotti e secreti
dal cuore (1-3). In particolare, l’ormone natriuretico
peptidico di tipo B (BNP) è prodotto mediante il taglio
enzimatico di un propeptide più grande (proBNP) che dà
origine a una porzione COOH-terminale, che è l’ormone
BNP, e a un peptide inattivo NH2-terminale (NT-proBNP). 
Dal punto di vista clinico, molti studi, incluse alcune
meta-analisi, hanno confermato che BNP e NT-proBNP
mostrano un elevato grado di accuratezza diagnostica e
prognostica in pazienti con insufficienza cardiaca e
possono anche essere utili nel “follow-up” di questi
pazienti (4-11). In accordo con queste evidenze, tutte le
linee guida, sia nazionali (12) che internazionali (13-17),
raccomandano con il maggior grado di evidenza l’utilizzo
del dosaggio di BNP e NT-proBNP per la diagnosi e la
stratificazione del rischio dei pazienti, sia ospedalizzati
che ambulatoriali, con scompenso cardiaco acuto o
cronico. Rimangono alcuni dubbi sull’efficienza e sul
positivo rapporto costo/beneficio del loro utilizzo nel
guidare la terapia di questi pazienti (2, 18). Infatti, le più
recenti linee guida internazionali suggeriscono l’utilizzo
del dosaggio dei peptidi natriuretici per guidare la terapia
solo con un livello di evidenza intermedio (classe IIb), in
quanto sarebbero necessari altri studi randomizzati per
dimostrare definitivamente l’efficacia del dosaggio di
BNP/NT-proBNP nel trattamento dello scompenso
cardiaco (18). 
D’altra parte, la specificità analitica dei metodi,
soprattutto di quelli considerati specifici per l’ormone BNP,
deve essere meglio accertata. Molti studi hanno ormai
dimostrato che la maggior parte dei peptidi natriuretici
circolanti di tipo B, soprattutto in pazienti con scompenso
cardiaco di grado severo, è strutturalmente simile al
precursore dell’ormone proBNP e sembrano possedere
un’attività ridotta o assente (2, 19-24). Questi peptidi
correlati al proBNP sembrano cross-reagire in maniera
significativa con tutti i metodi comunemente utilizzati per
la misura di BNP e NT-proBNP (24). Alla luce di questi
risultati, le specifiche di qualità (25, 26) e le
raccomandazioni (12-17) sul dosaggio dovrebbero
essere aggiornate, soprattutto per quanto riguarda la
misura dell’ormone BNP (27-30).
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dell’arte dei metodi di dosaggio immunometrici della
famiglia dei peptidi natriuretici di tipo B. In particolare,
saranno prima riassunti i risultati dei più recenti studi che
riguardano produzione, secrezione e metabolismo
periferico dei peptidi natriuretici di tipo B e le
conseguenze di questi nuovi dati sulla specificità della
misura dell’ormone BNP e dei peptidi a esso correlati.
Successivamente, saranno discusse le caratteristiche
analitiche e le specifiche di qualità dei metodi di dosaggio
dei peptidi proBNP, NT-proBNP e BNP. Infine, saranno
dicusse interpretazione e rilevanza clinica dei risultati.
PRODUZIONE, SECREZIONE E METABOLISMO
DEI PEPTIDI NATRIURETICI DI TIPO B 
Nell’uomo il BNP è sintetizzato a partire da un peptide
precursore di 134 amminoacidi denominato pre-proBNP
(1, 2, 31). Dal ribosoma, il pre-propeptide trasloca nel
reticolo endoplasmico dove, dopo la perdita del peptide
segnale idrofobico NH2-terminale, costituito da 26
amminoacidi, subisce un’altra importante trasformazione
post-traduzionale con la formazione del ponte disulfuro
tra i due residui di cisteina in posizione 86 e 102 e diventa
il propeptide proBNP1-108 (proBNP). La formazione del
ponte tra i residui di cisteina è importante dal punto di visa
fisiologico, in quanto questa struttura ad anello è
responsabile del legame con i recettori specifici e quindi
dalla sua presenza dipende l’attività biologica
dell’ormone. Sempre a livello del reticolo endoplasmico o
nei granuli di secrezione, delle convertasi, come corina e
furina, possono tagliare la catena peptidica a livello del
peptide in posizione 73-76 (arginina-alanina-prolina-
arginina) (2, 31), producendo un peptide NH2-terminale di
76 amminoacidi, NT-proBNP, e un peptide più corto di 32
amminoacidi COOH-terminale, l’ormone peptidico
biologicamente attivo BNP (Figura 1). Nell’apparato di
Golgi il proBNP può subire altre trasformazioni post-
traduzionali, come la glicosilazione (32-37). La
glicosilazione in posizione 71 (treonina 71), che è vicina
al sito di clivaggio in posizione 76, può bloccare o guidare
il processo di taglio enzimatico (31, 36, 37). In accordo
con i risultati di alcuni studi (32-37), il proBNP prodotto
nei cardiomiociti può avere destini differenti: a) il proBNP
può non essere glicosilato e quindi tagliato
enzimaticamente in modo da formare i peptidi BNP e NT-
proBNP, b) alcune molecole di proBNP possono essere
glicosilate e in particolare quelle glicosilate in posizione
71 sono secrete come peptide intatto (cioè il proBNP non
viene tagliato enzimaticamente in posizione 76), c) le
convertasi non sono in grado di tagliare tutte le molecole
di proBNP, anche quelle non glicosilate, soprattutto
quando la produzione del pro-ormone è molto aumentata,
come accade nei pazienti con grave scompenso
cardiaco, per cui in circolo si può trovare proBNP intatto
sia glicosilato che non glicosilato (2, 31). Infatti, in circolo
si possono evidenziare mediante cromatografia e
misurare con metodi immunometrici o con spettrometria
di massa i tre principali peptidi (il precursore intatto
proBNP, il peptide inattivo NT-proBNP e l’ormone BNP)
più alcuni peptidi da loro derivati per azione della
degradazione da parte degli enzimi plasmatici (2, 31).
proBNP e NT-proBNP, come anche alcuni peptidi da loro
derivati, possono essere presenti sia in forma glicosilata
che non glicosilata, mentre il BNP non è glicosilato. Le
Figura 1
Principali vie di produzione e secrezione dei peptidi natriuretici di tipo B nell’uomo. 
L’ormone BNP è sintetizzato a partire da un peptide precursore di 134 amminoacidi, denominato pre-proBNP, che si trasforma nel
citoplasma in un pro-ormone di 108 amminoacidi (proBNP). Il proBNP viene poi scisso producendo un peptide NH2-terminale di 76
amminoacidi, NT-proBNP, e un peptide più corto di 32 amminoacidi COOH-terminale, BNP. Il proBNP può subire altre trasformazioni
post-traduzionali come la glicosilazione. 
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principali caratteristiche biochimiche e fisiologiche dei
peptidi proBNP, NT-proBNP e BNP sono riassunte nella
Tabella 1. 
Nel plasma il BNP è rapidamente degradato da
diverse peptidasi, come la dipeptidil peptidasi IV
(DPPIV) (38-40) e l’endopeptidasi neutra [detta anche
neprilisina (NEP)] (41-44), mentre non è ancora chiaro
se altri enzimi plasmatici, come la meprina A,
contribuiscano al catabolismo dell’ormone (43, 45).
Inoltre, alcuni studi hanno suggerito che l’enzima che
degrada l’insulina (“insulin degrading enzyme”, IDE)
possa anche degradare il BNP in peptidi più corti (46-
48). Infine, alcuni autori (49) hanno suggerito che altre
proteasi, come l’enzima PAAP (“peptidyl arginine
aldehyde protease”), potrebbero essere in grado di
degradare il BNP a livello dei siti specifici della catena in
cui sono presenti residui dell’arginina (Figura 2). 
Un grande numero di frammenti peptidici derivati dal
proBNP sono stati identificati nel plasma per mezzo di
tecniche cromatografiche e di spettrometria di massa,
sia utilizzando modelli animali che campioni di pazienti
con scompenso cardiaco (19, 20, 22, 31, 50-55). Come
abbiamo già osservato, sia proBNP che NT-proBNP,
come probabilmente altri peptidi più corti da essi
derivati, sono presenti specialmente nel plasma di
pazienti con scompenso cardiaco sia in forma non
glicosilata che glicosilata (23, 33, 35, 52, 53). E’
importante sottolineare che studi recenti suggeriscono
che il proBNP potrebbe rappresentare una parte
consistente dell’immunoreattività misurata nel plasma
con i metodi comunemente utilizzati per il BNP e
addirittura la maggior parte di questa nei pazienti con
scompenso cardiaco severo in classe funzionale NYHA
(“New York Heart Association”) IV (22, 24, 33, 37, 50,
51). Inoltre, alcuni studi hanno suggerito che l’ormone
attivo BNP possa essere prodotto anche in circolo dal
precursore proBNP per mezzo dell’azione catalitica di
alcune proteasi plasmatiche, come la corina (55-57).
Tale fenomeno è stato effettivamente documentato in
vivo in un modello animale (58). Questi studi hanno di
fatto completamente cambiato la visione del sistema
ormonale dei peptidi natriuretici di tipo B. Da un punto di
vista fisiologico, il precursore proBNP dovrebbe essere
considerato un pro-ormone circolante. Se ciò è vero,
dobbiamo assumere che esistono due pool distinti di
proBNP da cui può essere prodotto l’ormone attivo
BNP; da una parte, il pool citoplasmatico dei
miocardiociti e dall’altra il pool plasmatico del proBNP
Tabella 1
Principali caratteristiche dei peptidi BNP, NT-proBNP e proBNP 
BNP NT-proBNP proBNP
PM 3462 Da 8457 Daa 11.900 Daa
Numero amminoacidi 32 76 108
Funzione biologica Ormone attivo Inattivo Pro-ormone
Emivita 15-20 min >60 min >60 min
Glicosilazione Non glicosilato Glicosilato Glicosilato
aIl PM dei peptidi NT-proBNP e proBNP dipende dal loro grado di glicosilazione; nella tabella sono riportati i valori relativi ai peptidi
non glicosilati.
Figura 2
Vie di degradazione del BNP con i possibili siti lungo la catena peptidica su cui agiscono i differenti enzimi con attività peptidasica. 
DPPIV, dipeptidil peptidasi IV; NEP, neprilisina; PAAP, “peptidyl arginine aldehyde protease”; IDE, “insulin degradating enzyme”. 
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secreto dai miocardiociti che risiede per un certo tempo
(si pensa almeno alcune ore) in circolo (Figura 3) (3,
28). Inoltre, si potrebbe ipotizzare che la trasformazione
enzimatica che avviene in circolo del proBNP a BNP sia
sottoposta a regolazione e che questo meccanismo di
regolazione sia alterato nei pazienti con scompenso
cardiaco (28, 59). Questa ipotesi, se confermata,
potrebbe aprire nuove prospettive terapeutiche
indicando un nuovo bersaglio farmacologico utile per
contrastare la resistenza all’azione dei peptidi
natriutetici, che rappresenta uno dei meccanismi
fisiopatologici più importanti dello scompenso cardiaco
(2, 59-62).
CONSIDERAZIONI SUI METODI DI DOSAGGIO
DEI PEPTIDI NATRIURETICI DI TIPO B
Fin dagli anni ’90, pochi anni dopo la scoperta di
questa famiglia di ormoni (63-65), sono stati messi a
punto dei  metodi immunologici competitivi di tipo RIA o
EIA per il dosaggio del BNP. Tali metodi erano
caratterizzati da una scarsa sensibilità e specificità, per
cui era necessaria una fase preliminare cromatografica
per migliorarne le prestazioni analitiche (66-68). Alla fine
degli anni ‘90 e nei primi anni del nuovo secolo sono
comparsi i primi metodi immunometrici non competivi di
tipo “sandwich” per BNP e anche per NT-proBNP, che
utilizzavano due fasi leganti specifiche (i primi metodi
utilizzavano anticorpi policlonali, quelli più recenti
anticorpi monoclonali) allo scopo di incrementare sia la
sensibilità che la specificità analitica (68, 69). Le
specifiche di qualità della misura sono state riportate da
alcuni gruppi di esperti nel corso degli ultimi 10 anni (12,
17, 25, 26). Più recentemente sono comparsi metodi per
la misura del proBNP (3, 28, 54). 
Metodi di dosaggio di BNP e NT-proBNP
Una storia dettagliata dei metodi di dosaggio
dell’ormone BNP e del peptide NT-proBNP è stata
riportata in precedenti rassegne sull’argomento (66-69).
Discuteremo in questo paragrafo le più recenti
innovazioni metodologiche e i risultati degli studi che
riguardano la valutazione e il confronto delle prestazioni
analitiche. 
La prima e più importante considerazione da fare è
che questi metodi subiscono in varia misura interferenze
dovute alla presenza nel campione del peptide proBNP
(dal 17% al 38% i metodi del BNP e dal 29% al 259% i
metodi del peptide NT-proBNP, rispettivamente) (24).
Considerando che il peptide proBNP può rappresentare
nel plasma dei pazienti con scompenso cardiaco severo
il peptide con la più elevata concentrazione (19, 20, 22,
31, 50-55), questa cross-reazione comporta alcune
importanti ricadute sull’interpretazione fisiopatologica e
clinica dei risultati dei più comuni metodi di dosaggio
mediante piattaforme automatizzate (3, 28, 70). 
I metodi immunometrici automatizzati per la
determinazione del NT-proBNP utilizzano tutti anticorpi e
standard prodotti da un’unica ditta (Roche Diagnostics),
mentre quelli per il BNP utilizzano anticorpi e standard di
ditte differenti (25, 26, 71, 72). Di fatto, utilizzando i
risultati di un programma di VEQ, si possono evidenziare
solo “bias” <20% tra i metodi immunometrici per il
peptide NT-proBNP (27, 29). Al contrario, si possono
riscontrare ampie variazioni (fino al doppio) tra i risultati
dei metodi immunometrici per il BNP, sia utilizzando per
il confronto campioni di soggetti sani che cardiopatici, sia
materiali di controllo distribuiti in un programma di VEQ
(27-30). Evidentemente, le ampie differenze tra i risultati
prodotti dai metodi immunometrici per il BNP sono
dovute da una parte alla grande quantità di peptidi con
struttura correlata al BNP presenti nei campioni di
plasma e dall’altra alle differenti caratteristiche degli
standard e degli anticorpi utilizzati (27-30, 73-76). Le più
importanti caratteristiche riguardanti gli anticorpi e gli
standard utilizzati dai più comuni metodi immunometrici
disponibili in Italia sono riportate nella Tabella 2. Nella
Figura 4 sono evidenziati gli epitopi dell’ormone
considerati specifici per gli anticorpi utilizzati dai più
comuni metodi di dosaggio del BNP.  Nella Figura 5 sono
riportati i risultati della VEQ CardioOrmoCheck,
riguardanti i cicli 2013 e 2014. 
I metodi più comuni per il dosaggio del BNP sono
metodi immunometrici non competitivi tipo “sandwich”,
che utilizzano piattaforme automatizzate. Questi sistemi
utilizzano una coppia di anticorpi policlonali o
monoclonali, specifici per due epitopi separati della
catena peptidica del BNP: uno è utilizzato come fase di
cattura, mentre l’altro come portatore del segnale
(anticorpo marcato con sostanze fluorescenti o
chemiluminescenti). In generale, uno di questi anticorpi
è specifico per l’anello cisteinico, in quanto questa scelta
assicura una buona corrispondenza tra l’attività
biologica, legata alla presenza dell’anello, che si lega ai
recettori specifici, e quella immunologica. Il secondo
Figura 3
Pool citoplasmatico cellulare e plasmatico del proBNP.  Esistono
due pool distinti di proBNP da cui può essere prodotto l’ormone
BNP: il pool citoplasmatico dei miocardiociti e quello plasmatico
del proBNP, che risiede per un certo tempo (alcune ore) in
circolo. 
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Tabella 2
Caratteristiche degli anticorpi e degli standard utilizzati dai più comuni metodi di dosaggio di BNP e NT-proBNP 
Metodo Anticorpo di cattura Anticorpo di rilevazione Standard 
BNP 
CMIA Architect 
(Abbott Diagnostics)
NH2-terminale (in parte comprendeanche l’annello cisteinico), anticorpo
monoclonale, epitopo amminoacidi
5-13 (Scios)
COOH-terminale, anticorpo
monoclonale murino, epitopo
amminoacidi 26-32
BNP sintetico
Triage BNP (Alere Italia) NH2-terminale (in parte comprendeanche l’anello cisteinico), anticorpo
monoclonale, epitopo amminoacidi
5-13 (Scios)
BNP, anticorpo murino policlonale,
epitopo non caratterizzato
(probabilmente N-terminale 1-10)
(Biosite)
BNP
ricombinante
Triage per piattaforme Access e DxI
(Beckman Coulter)
BNP, anticorpo murino policlonale,
epitopo non caratterizzato
(probabilmente N-terminale 1-10)
(Biosite)
NH2-terminale (in parte comprendeanche l’anello cisteinico), anticorpo
monoclonale, epitopo amminoacidi
5-13 (Scios)
BNP
ricombinante
Advia Centaur (Siemens Health
Care Diagnostics)
COOH-terminale (BC-203),
anticorpo monoclonale murino,
epitopo amminoacidi 27-32
Anello cisteinico (KY-hBNPII),
anticorpo monoclonale murino 
BNP sintetico (Shionogi)
BNP sintetico
IRMA Shionogi COOH-terminale (BC-203),
anticorpo monoclonale murino,
epitopo amminoacidi 27-32
Anello cisteinico (KY-hBNPII),
anticorpo monoclonale murino 
BNP sintetico (Shionogi)
BNP sintetico
AIA-Pack (Tosoh BIoscence) COOH-terminale (BC-203),
anticorpo monoclonale murino,
epitopo amminoacidi 27-32
Anello cisteinico (KY-hBNPII),
anticorpo monoclonale murino 
BNP sintetico (Shionogi)
BNP sintetico
NT-proBNP 
ECLIA Elecsys, Modular e Cobas
(Roche Diagnostics)
Monoclonale murino, epitopo
amminoacidi 27-31
Monoclonale di pecora, epitopo
amminoacidi  42-46
NT-proBNP1-76sintetico
Dimension RxL, Stratus CS,
Dimension Vista, Dimension EXL e
LM (Siemens Health Care
Diagnostics)
NH2-terminale, anticorpomonoclonale di pecora, epitopo
amminoacidi 22-28
Parte centrale del peptide, 
anticorpo monoclonale di pecora,
amminoacidi 42-46
NT-proBNP1-76sintetico
Immulite  (Siemens Health Care
Diagnostics)
NH2-terminale, anticorpo policlonaledi pecora, epitopo amminoacidi 1-21
Parte centrale del peptide, 
anticorpo policlonale di pecora,
epitopo amminoacidi 39-50
NT-proBNP1-76sintetico
CMIA, “chemiluminescent microparticle immunoassay”; IRMA, “immunoradiometricassay”; ECLIA, “electrochemiluminescence immunoassay”.
Figura 4
Epitopi anticorpali dei metodi per la misura del BNP.  
MoAb, anticorpo monoclonale; aa, amminoacidi; PoliAb, anticorpo policlonale.
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anticorpo è invece specifico per la porzione dell’ormone
NH2-terminale o COOH-terminale.
L’utilizzo di differenti fasi leganti suggerisce che i
metodi del BNP si possono dividere in due gruppi. Il
primo comprende i metodi specifici per la porzione NH2-
terminale, che non sono in grado di misurare i prodotti di
degradazione del BNP, che hanno perso gli amminoacidi
NH2-terminali (come i peptidi BNP3-32 e BNP10-32). Il
secondo gruppo comprende quelli specifici per la
porzione COOH-terminale, che non sono in grado di
misurare i peptidi senza la parte COOH-terminale (come
il peptide BNP1-27) (28). Risultati che supportano questa
ipotesi sono stati riportati in uno studio (49), che ha
utilizzato due metodi specifici per la parte COOH-
terminale, il metodo immunoradiometrico (Shionogi) e il
metodo Advia Centaur (Siemens Healthcare
Diagnostics), e un altro specifico per la parte NH2-
terminale, il metodo Triage Access (Beckman Coulter).
Anche i risultati dello studio CardioOrmoCheck (27-30),
che ha utilizzato sia campioni di soggetti sani e di
pazienti con scompenso cardiaco, che materiali di
controllo distribuiti in un programma di VEQ, hanno
dimostrato che il metodo immunoradiometrico Shionogi
(non più commercializzato in Italia), il metodo Advia
Centaur e il metodo AIA-Pack Tosoh Bioscence
misurano valori di BNP che sono significativamente più
bassi (fino alla metà) di quelli riportati dal metodo POCT
(“point-of-care testing”) Triage (Alere), dal metodo
automatizzato Triage per le piattaforme DxI e Access
(Beckman Coulter) e anche dai metodi MEIA
(“microparticle enzyme immunoassay”) per la
piattaforma AxSYM (non più commercializzato) e CMIA
(“chemiluminescent microparticle immunoassay”) per la
piattaforma Architect (Abbott). E’ importante rilevare che
i metodi Advia e AIA usano gli stessi anticorpi e materiali
di calibrazione forniti dalla ditta Shionogi, mentre i
metodi Triage per le piattaforme DxI e Access e il metodo
POCT usano anticorpi e materiali di calibrazione della
ditta Alere (Tabella 2). Un confronto tra i dati illustrati
nelle Figure 4 e 5 e quelli riportati nella Tabella 2
suggerisce che metodi che utilizzano le stesse fasi
anticorpali e i medesimi standard/calibratori mostrano
anche i risultati più simili.
Prendendo in considerazione le specifiche di qualità,
le ditte produttrici dovrebbero testare e dichiarare il
grado di interferenza da parte del proBNP, sia glicosilato
che non glicosilato, in quanto il proBNP cross-reagisce
significativamente con tutti i più comuni metodi di
dosaggio del BNP in maniera più o meno rilevante. Le
ditte dovrebbero anche caratterizzare e dichiarare gli
epitopi bersaglio delle fasi leganti utilizzati nei loro
metodi immunometrici. 
Recentemente è stato sviluppato un nuovo metodo
POCT che utilizza campioni di sangue capillare per il
dosaggio del BNP (77). Il sistema si avvale di cartucce
monouso e di uno strumento portatile. Lo strumento
fornisce i risultati entro 15 min dall’introduzione della
cartuccia con il campione di sangue capillare. In uno
studio, valori di BNP misurati con questa metodica sono
stati confrontati con quelli ottenuti con il metodo Alere
Triage utilizzando la piattaforma UniCell DxI 800
(Beckman Coulter) (77). I risultati suggeriscono che è
possibile misurare il BNP in campioni di sangue capillare
con una buona riproducibilità, ottenendo valori ben
correlati con i rispettivi livelli circolanti dell’ormone
misurati con un sistema automatizzato (77). Per la sua
praticità e minore invasività, il nuovo metodo POCT per
il dosaggio del BNP su sangue capillare potrebbe
Figura 5
Confronto tra i valori misurati dai metodi di misura del BNP in 12 campioni distribuiti nei cicli 2013 e 2014 della VEQ CardioOrmoCheck.
La distribuzione dei valori misurati è raffigurata come box in cui le linee orizzontali indicano rispettivamente 10°, 25°, 50°, 75° e 90°
percentile. I valori al di sopra del 90° o al di sotto del 10° percentile sono riportati come valori singoli. E’ presente una differenza
significativa (P <0,0001) tra i metodi  AIA e ADVIA e gli altri tre metodi. 
AIA, metodo AIA-Pack (Tosoh Bioscence); TRIAGE, metodo Triage Biosite per le piattaforme DxI e Access (Beckman Coulter);
ADVIA, metodo Advia Centaur (Siemens Healthcare Diagnostics); CMIA, metodo CMIA Architect (Abbott); POCT, metodo “point-of-
care” sistema Triage Biosite (Alere Italia).
diventare la metodica da preferire nei neonati e nei
pazienti disabili.
Metodi di dosaggio del proBNP
Il proBNP è isolato da campioni di plasma o estratti
tessutali, mediante procedure cromatografiche e poi
misurato con metodi immunologici (67, 68) o, più
accuratamente, con la spettrometria di massa (19-23).
Questi metodi mostrano certamente un’ottima specificità
per il proBNP, ma risultano complessi, costosi, con un
prolungato tempo di dosaggio (alcune ore) e non sono
quindi consigliabili per un laboratorio clinico, soprattutto
in urgenza (3, 67, 68). Per risolvere questi problemi,
sono stati sviluppati almeno tre differenti approcci
metodologici per la messa a punto di metodi
immunometrici diretti (54, 78, 79).
Goetze et al. (78) hanno messo a punto un metodo
RIA basato sulla misurazione del plasma trattato con
tripsina. Questo enzima proteolitico riduce il peptide
proBNP a un frammento che contiene solo i primi 21
amminoacidi della catena peptidica. Il razionale di
questo approccio è quello di eliminare le possibili
interferenze non specifiche delle proteine plasmatiche.
Questo metodo impiega un anticorpo specifico diretto
contro i primi 10 amminoacidi del peptide proBNP, come
fase legante, e lo stesso peptide, radio-iodinato con
cloramina-T, come tracciante. Gli autori hanno misurato
con questo metodo la concentrazione totale di proBNP e
dei suoi prodotti in volontari sani e in pazienti con
scompenso cardiaco, dimostrando valori di proBNP
molto più elevati nei pazienti rispetto ai controlli
apparentemente sani. Comunque, questo metodo non
può essere consigliato per l’applicazione clinica perché
richiede un trattamento preliminare dei campioni di
plasma con tripsina, un’incubazione molto lunga (fino a
5 giorni) e l'impiego di materiale radioattivo. Inoltre, si
può teoricamente assumere che questo metodo misuri
tutti i peptidi che contengono la parte N-terminale del
precursore proBNP1-108 e quindi, per esempio, anche il
peptide NT-proBNP. Come conseguenza, se si vuole
ottenere un'accurata misura dei livelli circolanti del
proBNP intatto è anche necessario il dosaggio
indipendente e accurato della concentrazione del
peptide NT-proBNP. Tuttavia, questo tipo di approccio
metodologico per la misura del proBNP potrebbe avere
una certa rilevanza da un punto di vista fisiopatologico
perchè questo metodo permetterebbe una stima di tutta
la produzione della famiglia dei peptidi di tipo B da parte
dei cardiomiociti, inclusi sia il propeptide intatto
circolante che la parte di precursore trasformata dalle
convertasi prima della secrezione (o successivamente
nel plasma) in NT-proBNP (e BNP).
Tam et al. (79) hanno sviluppato un immunodosaggio
tipo “sandwich” con tracciante fluorescente, che
riconosce con la stessa efficienza sia il BNP che le forme
di proBNP, sia glicosilate che non glicosilate. Questo
metodo utilizza un primo anticorpo di cattura specifico
per la regione dell’ormone BNP corrispondente ai residui
amminoacidici da 11 a 22, che è la parte più stabile del
peptide, comprendente l'anello cisteinico biologicamente
attivo. Il secondo anticorpo è utilizzato come anticorpo di
rilevazione e riconosce il complesso che si forma
quando l'antigene (BNP11-22) si lega al primo anticorpo.
E' importante notare che questo metodo non è specifico
per il peptide proBNP1-108 intatto, in quanto può
riconoscere tutti i peptidi (più corti del proBNP1-108) che
contengono i residui amminoacidici 11-22 del BNP.  Il
razionale per l’utilizzo di questo metodo potrebbe essere
quello di misurare tutti i peptidi che contengono l’anello
cisteinico e che potenzialmente si possono legare ai
recettori specifici dei peptidi natriuretici.
Giuliani et al. (54) hanno selezionato un anticorpo
monoclonale specifico (chiamato “mAb Hinge76”) che
riconosce come epitopo specificatamente gli
amminoacidi intorno al sito di taglio enzimatico del
proBNP, cioè la posizione 76, un epitopo quindi che
dovrebbe essere specifico per il precursore intatto
(Figura 1). Questo anticorpo riconosce il proBNP
ricombinante in modo dose-dipendente, senza mostrare
alcuna significativa reattività crociata con altri peptidi
correlati, come ad esempio NT-proBNP o BNP. Questi
autori hanno quindi sviluppato un metodo
immunometrico tipo “sandwich” per misurare il proBNP,
combinando l'anticorpo monoclonale mAb Hinge76 con
un anticorpo policlonale diretto contro il BNP (54).
Successivamente, è stata messa a punto anche una
versione automatizzata per la piattaforma BioPlex 2200
(Bio-Rad Laboratories) e ne sono state valutate le
caratteristiche analitiche (80). Alcuni studi hanno valutato
la rilevanza clinica di questo metodo per la misura del
proBNP nella popolazione generale (81), in pazienti con
scompenso cardiaco (82, 83), malattia coronarica stabile
(84) e  insufficienza renale cronica (85).
INTERPRETAZIONE E RILEVANZA CLINICA
DEI RISULTATI
Scompenso cardiaco
Il dosaggio degli ormoni natriuretici cardiaci,
specialmente dei peptidi natriuretici di tipo B, è
raccomandato con il massimo grado di evidenza da tutte
le linee guida nazionali e internazionali sia per la
diagnosi che per la stratificazione prognostica dei
pazienti con scompenso cardiaco (12-17). Sebbene
l’utilizzo clinico del dosaggio dei peptidi natriuretici di tipo
B sia ormai codificato, alcune considerazioni
fisiopatologiche sono tuttavia necessarie per una
corretta intrepretazione dei risultati che si ottengono con
i metodi immunometrici nei pazienti con scompenso
cardiaco.
Sebbene i pazienti con scompenso cardiaco
sintomatico presentino elevate concentrazioni circolanti
degli ormoni natriuretici cardiaci, che possiedono una
potente azione natriuretica, diuretica e vasodilatante,
essi soffrono di ritenzione idrica e di vasocostrizione (1,
2).  Questo fenomeno implica una ridotta attività
biologica degli ormoni natriuretici cardiaci, cioè una
resistenza all’azione periferica degli ormoni natriuretici
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cardiaci, specialmente a livello del tubulo renale (2, 60-
62, 86, 87). Questa resistenza potrebbe essere dovuta a
una alterazione del numero (88, 89) o della funzionalità
(90) dei recettori specifici. Un’altra possibile causa
potrebbe essere un meccanismo post-recettoriale
intracellulare (cioè un antagonismo fisiologico), dovuto
all’aumento dell’attività del sistema contro-regolatore
con attività sodio ritentiva e vasocostrittrice che include:
il sistema renina-angiotensina-aldosterone, il sistema
simpatico adrenergico, il sistema adiuretina-
vasopressina e il sistema delle endoteline (2, 62).
L’attivazione del sistema contro-regolatorio con attività
sodio ritentiva e vasocostrittrice è certamente da
considerare come il meccanismo fisiopatologico più
importante dello scompenso cardiaco, basti pensare che
i farmaci raccomandati dalle linee guida internazionali
nei pazienti con scompenso cardiaco svolgono la loro
azione terapeutica appunto inibendo l’azione del sistema
renina-angiotensina-aldosterone (inibitori dell’enzima di
conversione della angiotensina o del legame della
angiotensina al recettore specifico, inibitori del legame al
recettore dell’aldosterone o della sua azione a livello
tubulare renale) o del sistema simpatico adrenergico
(farmaci β-bloccanti) o sono farmaci con una potente
azione natriuretica, che agiscono direttamene a livello
delle pompe che regolano lo scambio dei fluidi ed
elettroliti a livello del tubulo renale (14-16). L’effetto
combinato (ad es., quello sodio-ritentivo sulle cellule
tubuli renali) dell’attivazione di questi sistemi nei pazienti
con scompenso cardiaco sarebbe più potente di quello
degli ormoni natriuretici e questo potrebbe innescare un
circolo vizioso che potrebbe essere una delle cause
della progressione dello scompenso cardiaco. 
Tuttavia, accanto a meccanismi fisiopatologici che
agiscono rispettivamente a livello recettoriale e post-
recettoriale, si potrebbe ipotizzare anche un terzo
meccanismo che agirebbe a livello pre-recettoriale (2,
62). Questa ipotesi è supportata da studi che
suggeriscono che le modifiche post-traduzionali del
proBNP possano essere alterate nei pazienti con
scompenso cardiaco (2, 3, 28, 31, 91). I risultati di questi
studi hanno dimostrato che molti peptidi BNP-correlati,
che circolano nel sangue sia dei soggetti sani che dei
pazienti con malattie cardiovascolari, non sono
biologicamente attivi (19-23). In particolare, elevatissime
concentrazioni (fino a più di 100 volte rispetto ai soggetti
sani) del proBNP possono essere misurate nel plasma di
pazienti con scompenso cardiaco (54, 81-84). Questi
dati potrebbero indicare che nello scompenso cardiaco
non vi è un efficiente processo di maturazione post-
traduzionale del precursore BNP (59, 86, 87). Un
recentissimo studio, che ha misurato la degrazione dei
peptidi BNP, NT-proBNP e proBNP in campioni di
soggeti sani e pazienti con scompenso cardiaco, sembra
supportare questa ipotesi, dimostrando che questo
processo enzimatico possa essere effettivamente
alterato nei pazienti con scompenso cardiaco (92). Di
conseguenza, una grande parte dei peptidi di tipo B,
misurati con metodi immunometrici in soggetti sani e in
pazienti con malattia cardiovascolare, potrebbe
possedere una ridotta (o addirittura nulla) attività
biologica, poiché il proBNP, sebbene si possa legare ai
recettori specifici, mostra un’attività biologica inferiore
rispetto all’ormone BNP (93). Nei pazienti con
scompenso cardiaco si avrebbe l’apparente paradosso
che con i metodi considerati specifici per il BNP sono
misurati elevatissimi livelli di peptidi natriuretici di tipo B,
ma solo una piccola parte di questi peptidi potrebbe
effettivamente svolgere un’azione biologica (86, 87).
Questi risultati hanno stimolato la messa a punto di
metodi immunometrici specifici per la misurazione del
peptide proBNP intatto (54, 78, 79).  Da un punto di vista
analitico, il proBNP come biomarcatore presenta
indubbiamente alcuni vantaggi teorici (ad es., una
molecola più stabile e un più alto PM) rispetto all'ormone
attivo BNP. Come prospettiva futura, la simultanea
misura con due metodi, uno specifico per il precursore
intatto proBNP e un altro per il peptide attivo BNP,
potrebbe portare a una stima più accurata della
produzione/secrezione da parte dei cardiomiociti dei
peptidi BNP-correlati e della globale funzionalità
endocrina cardiaca rispetto al solo dosaggio di uno dei
due peptidi (3, 71). Le informazioni ottenute dalla misura
contemporanea di proBNP e BNP con dosaggi specifici
potrebbero estendere le nostre attuali conoscenze sui
meccanismi fisiopatologici, collegandoli alla
progressione della malattia e alla disfunzione endocrina
cardiaca. A supporto di questa ipotesi, uno studio
condotto su pazienti ambulatoriali con insufficienza
cardiaca cronica ha mostrato che la valutazione
combinata di BNP e proBNP fornisce ulteriori
informazioni nel determinare il rischio di una prognosi
avversa, soprattutto in pazienti con bassi valori di BNP
(94). Tuttavia, ulteriori studi sono necessari per stimare e
confrontare l'accuratezza diagnostica e prognostica di
specifici dosaggi per i diversi peptidi BNP-correlati, BNP,
NT-proBNP e proBNP, utilizzandoli da soli o in
combinazione. 
Da un punto di vista fisiopatologico è anche
opportuno sottolineare che la trasformazione periferica
del proBNP circolante nell’ormone attivo BNP potrebbe
essere regolata per mezzo di specifici meccanismi, che
sarebbero meno efficienti in pazienti con insufficienza
cardiaca. La scoperta di questi meccanismi potrebbe
aprire nuove prospettive nel trattamento dello
scompenso cardiaco (2, 59-62). Un nuovo obiettivo
farmacologico potrebbe essere la messa  a punto di
farmaci che stimolino o modulino la maturazione del pro-
ormone a ormone attivo BNP nei pazienti con malattie
cardiovascolari (59).
Un altro punto di grande rilevanza clinica da
considerare per quanto concerne i metodi di dosaggio
del BNP nella pratica clinica sono gli intervalli di
riferimento. Tutte le più recenti linee guida internazionali
suggeriscono livelli  decisionali, come per esempio 100
ng/L per diagnosi di esclusione dello scompenso
cardiaco acuto, da utilizzare indistintamente per tutti i
metodi (14, 16, 17). Tuttavia, come detto, i metodi di
dosaggio del BNP presentano delle differenze
sistematiche molto ampie. Il livello decisionale di 100
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ng/L sembra valido per il metodo Triage Access,  il
metodo POCT Triage e il metodo CMIA Architect, in
quanto questi metodi sembrano misurare livelli di BNP
simili tra loro (Figura 5). Inoltre, studi clinici multicentrici
condotti su un ampio numero di pazienti hanno validato
l’utilità clinica di questo livello decisionali almeno per
alcuni di questi metodi, specialmente il metodo POCT
(95, 96). Tuttavia, il livello decisionale di 100 ng/L di BNP
sembra, almeno teoricamente, sovradimensionato per i
metodi AIA-Pack e Advia Centaur, per i quali un livello
decisionale più basso sarebbe forse più indicato,
considerando che questi metodi misurano
concentrazioni di BNP che sono circa la metà di quelle
dei metodi precedenti, anche per valori vicino al livello
decisionale (Figura 5). Sfortunatamente, almeno a
nostra conoscenza, non ci sono studi multicentrici che
hanno arruolato un congruo numero di pazienti e che
hanno confrontato l’accuratezza diagnostica clinica dei
vari metodi di dosaggio del BNP, utilizzando valori
ottimali decisionali differenti per ogni metodo testato.
Malattie sistemiche
E’ ben noto che elevate concentrazioni circolanti dei
peptidi BNP e NT-proBNP possono essere misurate in
pazienti con differenti malattie extracardiache (1-3).
Moltissimi studi supportano l’ipotesi che gli ormoni
natriuretici cardiaci facciano parte della complessa rete
che lega fra loro tutti i sistemi di integrazione e di
regolazione del corpo, inclusi il sistema nervoso,
endocrino e immunologico (1-3, 97, 98). In accordo con
questa teoria, il cuore non può più essere considerato un
muscolo passivo guidato da impulsi nervosi, endocrini
ed emodinamici, ma deve essere visto come un organo
in grado di svolgere molteplici funzioni e, in particolare,
provvisto di una funzione endocrina, che è in grado di
contribuire alla regolazione dell’omeostasi idro-
elettrolitica, dell’emodinamica cardiovascolare e,
probabilmente, anche modulare la risposta
infiammatoria, almeno per quanto riguarda il distretto
cardiovascolare (1-3, 59, 99). 
Questa ipotesi implica che ci siano due sistemi
contrapposti (contro-regolatori) nel nostro organismo: il
primo che svolge un’azione favorente la ritenzione
sodica, la vasocostrizione vasale, la formazione di
trombi intravascolari, l’infiammazione e l’ipertrofia
tessutale, mentre l’altro promuove la natriuresi e la
vasodilatazione e inibisce la trombosi, l’infiammazione e
l’ipertrofia (1-3). I peptici natriuretici sono i principali
effettori del secondo sistema e lavorano in sinergia con
l’ossido nitrico (o monossido d’azoto), con alcune
prostaglandine e altri peptidi vasodilatatori. In condizioni
fisiologiche, gli effetti di questi due sistemi sono regolati
reciprocamente per mezzo di svariati meccanismi a
“feedback”, ampiamenti distribuiti in tutti i tessuti e le
cellule del nostro organismo. 
La stretta associazione tra il sistema natriuretico e
quello contro-regolatorio può spiegare l’incremento nei
livelli circolanti di peptidi natriuretici in malattie extra-
cardiache. Un aumento delle concentrazioni plasmatiche
di BNP è stato frequentemente osservato in malattie
respiratorie acute e croniche (100-108), in molte malattie
endocrino-metaboliche (97, 98, 109-120), nella cirrosi
epatica (121-123), nell’insufficienza renale, sia acuta che
cronica (124, 125), nello “shock” settico e nelle malattie
infiammatorie croniche (126-130), nell’emorragia
subaracnoidea (131-134) e in alcune sindromi
paraneoplastiche (135-137). Inoltre, qualsiasi danno alle
cellule miocardiche puà causare il rilascio di costituenti
sarcoplasmatici (inclusi i peptidi natriuretici) nel fluido
extra-cellulare, come ad esempio quello dovuto ad
agenti cardiotossici, soprattutto i farmaci utilizzati in
oncologia (138-144), a traumi accidentali o
cardiochirurgici, anche in età neonatale e pediatrica
(145, 146), o alla necrosi ischemica (147, 148). 
Da un punto di vista clinico è importante sottolineare
che livelli sierici elevati di BNP e NT-proBNP, anche in
assenza di miocardiopatia clinicamente evidente, sono
sempre la spia di un’attivazione del sistema endocrino
cardiaco dovuta a uno stress che ha colpito il miocardio.
Inoltre, ormai molti studi riportano che elevate
concentrazioni di BNP e NT-proBNP sono fattori di
rischio indipendente di mortalità (cardiaca e/o totale) o di
eventi cardiovascolari maggiori, sia nella popolazione
generale (149-152), soprattutto nella popolazione più
anziana (153-155), sia in pazienti con embolia
polmonare (100-103), ipertensione polmonare primitiva
(106), insufficienza renale (124, 125), shock settico (126,
156, 157), amiloidosi (129, 158, 159), diabete mellito
(120, 160-164) e anche in pazienti sottoposti a interventi
di chirurgia in anestesia generale (165-171). 
In conclusione, si può osservare come BNP e NT-
proBNP siano da considerarsi dei biomarcatori
cardiospecifici, ma non malattia-specifici. Il dosaggio dei
peptidi natriuretici cardiaci deve essere quindi
considerato come un “marker di stress cardiaco”, che
può riconoscere cause emodinamiche, ischemiche,
infiammatorie, metaboliche, tossiche o traumatiche.  In
presenza di elevate concentrazioni circolanti dei peptidi
natriuretici di tipo B, anche in pazienti che all’esame
clinico non presentino chiari segni e sintomi di una
miocardiopatia, il clinico è comunque chiamato a cercare
una causa che spieghi l’attivazione della funzione
endocrina del cuore.
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